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［摘 要］ 目的: 构建并筛选出干扰效率最佳的 TNFAIP8-shＲNA-pSIＲEN-ＲetroQ 干扰质粒。方法: 通过生物软件选择 3
个 TNFAIP8 基因干扰位点，构建干扰质粒并测序验证，将干扰质粒及对照质粒分别转染至 A549 细胞，通过 ＲT-PCＲ、Western
blot 检测干扰效率。结果: 经 ＲT-PCＲ 和 Western － Blot 证实 TNFAIP8-shＲNA-pSIＲEN-ＲetroQ 干扰质粒能有效干扰并抑制细胞
内 TNFAIP8 基因的表达，通过流式检测发现降低 TNVAIP8 表达可以提高细胞对 aDＲ5ScFv 诱导凋亡的敏感性。结论: 成功构
建和设计了对 TNFAIP8 基因具有显著干扰效率的干扰质粒，为进一步研究 TNFAIP8 基因的功能奠定了基础。
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Construction and identification of interference plasmid targeting on TNFAIP8
LIU Wen-Ming，YANG Jing-Jing，HU Ｒu-Yi，QIU Xing-Feng，SHI Chun-Yan，QI Zhong-Quan，LIU Zhong-Chen，
ZHUANG Guo-Hong. The Department of Digestive，Zhongshan Hospital，Anti-Cancer Ｒesearch Center，Xiamen Univer-
sity，Xiaman 361005，China
［Abstract］ Objective: To construct and screen the high efficiency interference plasmid of TFAIP8-shＲNA-pSIＲEN-
ＲetroQ. Methods: Selected and synthesized three Target Sequence of TNFAIP8 shＲNA1，TNFAIP8 shＲNA2，TNFAIP8 shＲNA3，and
construct the TNFAIP8 interference plasmid. Transfection TNFAIP8-shＲNA-pSIＲEN-ＲetroQ interference plasmid to A549 cells. Filter
out the highest interference efficiency plasmid by detecting the mＲNA and protein levels using ＲT-PCＲ and Western blot
methods. Ｒesults: We successfully design and built three TNFAIP8-shＲNA-pSIＲEN -ＲetroQ interference plasmids，and screen out the
highest efficiency interference plasmid. Conclusion: Three interference plasmids targeting the TNFAIP8 gene have been constructed
successfully and provide a useful tool for studying the function of TNFAIP8.
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肿瘤坏死因子 α 诱导蛋白 8 ( Tumor necrosis
factor alpha-induced protein 8，TNFAIP8 ) 又 称 为
TIPE，SCC-S2，GG2-1，MDC -3. 13，是 TNFAIP8 家族
四个成员之一［1］，最初发现于人头颈部鳞状细胞癌
( HNSCC) 细胞系，其核酸序列中开放阅读框架包含
与调控细胞死亡蛋白 FLIP( Fas-associated death do
main-like interleukin-1β-convertingenzyme-in-hibit-ory
protein) 中死亡效应结构域Ⅱ( Death effector domain
Ⅱ，DEDⅡ) 高度同源的序列，与 FLIP 不同的是 TN-
FAIP8 开放阅读框结构中只包含一个 DED 结构域，
与促进细胞增殖和抑制细胞凋亡相关，是一个凋亡
控制因子，过表达的 TNFAIP8 能够增加 DNA 合成、




















1. 1. 1 主要试剂 T4 DNA Ligase、BamHⅠ限制性
内切酶、EcoＲ Ⅰ限制性内切酶、PrimeScriptTM ＲT re-
agent Kit with gDNA Eraser( Perfect Ｒeal Time) 购自
宝生生物工程( 大连) 有限公司; PCＲ 产物胶回收试
剂盒购于天根生化科技( 北京) 有限公司; DNA Lad-
der 购自 Fermentas; Lipfectamine 2000 购自 Invitro-
gen; PI 和 AnnexinⅤ-FITC 购于凯基生物科技有限
公司; PCＲ 引物合成由生工生物工程( 上海) 股份有
限公司完成; 质粒测序由上海英骏公司完成。其他
试剂由本实验室提供。
1. 1. 2 载体和菌种 shＲNA 载体 pSIＲEN-ＲetroQ
由厦门大学医学院金光辉老师馈赠，E. coli DH5α
菌株由本实验室保存，引物及干扰片段由高淑彬老
师设计，上海 Sangon 合成，人肺腺癌细胞系 A549 细
胞株由厦门大学医学院抗癌研究中心保存。
1. 2 方法
1. 2. 1 TNFAIP8 干扰质粒的构建
1. 2. 1. 1 ＲNA 干扰片段的设计与合成 取 pSIＲEN-
ＲetroQ 为 shＲNA 载体。转化提取质粒 pSIＲEN-Ｒet-
roQ 后，用限制性内切酶 BamHⅠ和 EcoＲⅠ对质粒 pSI-
ＲEN-ＲetroQ 进行双酶切，双酶切后采用 TIANGEN U-
niversal DNA 纯化回收试剂盒纯化回收 DNA 溶液。
登陆 GeneBank 查找并获取人源性 TNFAIP8 基
因序列，从 TNFAIP8 的 OＲF 中选择评分最高的靶
序列位点三处，分别命名为 TNFAIP8 shＲNA1; TN-
FAIP8 shＲNA2; TNFAIP8 shＲNA3 ( CGTTCAGGCA
CAAAAGAAG; GAGGCAGAGAAGATCATCA; GAGC
TAGCATTGATGGAGA ) 。利 用 SiＲNA Constru ct
Builder 软件，构建 TNFAIP8 干扰片段序列( 含黏性
末端) 。将该序列送至上海 sangon 合成 DNA 单链:
TNFAIP8-shＲNA-F、TNFAIP8-shＲNA-Ｒ 和 TNFAIP8-
shＲNA-F: TNFAIP8 -shＲNA-Ｒ( 1∶ 1 ) ，退火形成互补
片段。酶切后的胶回收的质粒和退火片段用 T4 连
接酶连接。
1. 2. 1. 2 TNFAIP8-shＲNA-pSIＲEN-ＲetroQ 重组质粒




下( 设计的引物送上海 Songon 合成) : Forward Primer
= GGGCAGGAAGAGGGCCTAT; TNF AIP8-shＲNA1
Ｒeverse Primer = ACGCGTAAAAAACG TTCA; TN-
FAIP8-shＲNA2 Ｒeverse Primer = ACGCGTA-
AAAAAGAGGCA; TNFAIP8-shＲNA3 Ｒeverse Prim er
= ACGCGTAAAAAAGAGCTA; 复筛采用质粒手册中
的通用引物 MSCV_primer 和 MSCV_rev_primer。
行菌液 PCＲ 鉴定阳性克隆，所得产物用 1. 5%
的琼脂糖凝胶电泳，在 BIO-ＲAD 凝胶成像仪上鉴
定。将阳性菌落送上海英俊公司测序。
1. 2. 2 重组干扰质粒的干扰效率检测及最佳干扰
效率质粒的筛选
1. 2. 2. 1 人肺腺癌细胞系 A549 细胞转染及检测
采用 Lipfectamine 2000 转染试剂将 TNFAIP8-shＲ-
NA-pSIＲEN-ＲetroQ 重组质粒转染至 A549 细胞。选
择细胞状态好且处于生长对数期的 A549 细胞作为





箱中进行转染。48h 后利用荧光显微镜观察 GFP -
pSIＲEN-ＲetroQ 转染效率，并利用 Western blot，ＲT-
PCＲ 及流式分析检测 TNFAIP8 表达变化。
1. 2. 2. 2 检 测 转 染 TNFAIP8-shＲNA-pSIＲEN-Ｒet-
roQ 重组质粒的 A549 细胞 TNFAIP8 干扰效率 取
各组转染细胞制备 ＲNA 样品，并逆转录为 cDNA，
行 PCＲ 分别对 β-actin 和 TNFAIP8 的表达进行验证
和分析。PCＲ 反 应 条 件 为: ( 1 ) 94℃、5 min; ( 2 )
94℃、1 min; ( 3 ) 56℃、0. 5 min; ( 4 ) 72℃、1. 0 min;
( 5) 72℃、5 min; 其中( 2) ～ ( 4) 循环 30 次。产物存
于 4℃。所得产物用 1. 5% 的琼脂糖凝胶电泳，在
Bio-Ｒad 凝胶成像仪上鉴定。行 Western blot 检测转
染 TNFAIP8-shＲNA-pSIＲEN-ＲetroQ 重 组 质 粒 的




2. 1 pSIＲEN-ＲetroQ 质粒图谱和酶切位点 见图 1。
2. 2 TNFAIP8-shＲNA-pSIＲEN-ＲetroQ 重组质粒阳
性克隆初筛、复筛鉴定 从连接转化后所得菌落制
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备 PCＲ 模板，以所设计初筛引物进行菌液 PCＲ 初
筛鉴定。取初筛为阳性的菌种 PCＲ 模板，以质粒
pSIＲEN-ＲetroQ 的通用引物 MSCV_primer 和 MSCV_
rev_primer 为引物，进行复筛。复筛鉴定 1、2、4、6、
7、9 号菌均为阳性克隆，如图 2 所示。完整 pSIＲEN-
ＲetroQ 质粒的 PCＲ 产物大小为 411 bp。将筛选为
阳性的 4、6 号菌种送上海英骏公司测序，结果如图
3 ～ 5 所示。
图 1 pSIＲEN-ＲetroQ 质粒图谱和酶切位点
Fig． 1 Ｒestrictive enzyme site and plasmid of pSIＲEN-
ＲetroQ
图 2 重组质粒阳性克隆复筛鉴定
Fig． 2 Ｒescreen positive recombinant plasmid clones
Note: 1. pSIＲEN-ＲetroQ plasmid; 2-7 are number 1，2，4，6，7，9
single colony.
图 3 TNFAIP8-shＲNA1-pSIＲEN-ＲetroQ 重组质粒的测
序图谱和序列对比
Fig． 3 Sequence comparison and sequencing map of TN-
FAIP8-shＲNA1-pSIＲEN-ＲetroQ recombina-
nt plasmid
图 4 TNFAIP8-shＲNA2-pSIＲEN-ＲetroQ 重组质粒的测序
图谱和序列对比
Fig． 4 Sequence comparison and sequencing map of TN-
FAIP8-shＲNA2-pSIＲEN-ＲetroQ recombinant
plasmid
2. 3 人肺腺癌细胞系 A549 细胞培养及转染 图 6
显示 A549 细胞转染 GFP-pSIＲEN-ＲetroQ 质粒 24 h





2. 4 TNFAIP8-shＲNA-pSIＲEN-ＲetroQ 质粒干扰效
率检测
2. 4. 1 ＲT-PCＲ 如图 7 所示，相比空载质粒对照
( 泳道 1 ) 而言，转染 TNFAIP8-shＲNA1 质粒 ( 泳道
2) 和转染 TNFAIP8 -shＲNA2 质粒( 泳道 3 ) 可以明
显降低 A549 细 胞 中 TNFAIP8 的 表 达 量，且 转 染
TNFAIP8 -shＲNA1 质粒干扰效率最高。
2. 4. 2 Western blot 如图 8 所示，泳道 1、2 分别为





和 ＲNA 水平均能干扰 TNFAIP8 的表达。
图 5 TNFAIP8-shＲNA3-pSIＲEN-ＲetroQ 重组质粒的测
序图谱和序列对比
Fig． 5 Sequence comparison and sequencing map of
TNFAIP8-shＲNA3-pSIＲEN-ＲetroQ recombina-
nt plasmid
图 6 荧光显微镜下 GFP-pSIＲEN-ＲetroQ 转染 A549
细胞
Fig． 6 A549 cell observed by fluorescence after GFP-
pSIＲEN-ＲetroQ transfection
Note: A. A549 cell observed by white light after GFP-pSIＲEN-Ｒet-
roQ transfection; B. A549 cell observed by blue light after
GFP-pSIＲEN-ＲetroQ transfection.
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图 7 应用 ＲT-PCＲ 检测构建质粒的干扰效果
Fig． 7 Detect the interference of the recommend plasmid by
ＲT-PCＲ
Note: 1. A549 cell after transfection pSIＲEN-ＲetroQ plasmid; 2. A549 cell
after transfection TNFAIP8-shＲNA 1 plasmid; 3. A549 cell after
transfection TNFAIP8-shＲNA plasmid; 4. A549 cell after transfection
TNFAIP8-shＲNA3 plasmid.
图 8 TNFAIP8-shＲNA 质粒转染 A549 细胞蛋白水平表
达的检测
Fig． 8 Detect protein expression of TNFAIP8-shＲNA
plasmid transfected A549 cells
Note: A. A549 cell after transfection pSIＲEN-ＲetroQ transfection;
B. A549 cell after transfection TNFAIP8-shＲNA plasmid.
图 9 流式检测 aDＲ5ScFv 诱导 A549 细胞的凋亡
Fig． 9 Flow cytometry detect aDＲ5ScFv induced A549
cells apoptosis
Note: A. A549 cell; B. A549 cell transfection pSIＲEN-ＲetroQ plas-
mid; C. A549 cell after transfection TNFAIP8-shＲNA1-pSIＲEN-
ＲetroQ plasmid.
2. 5 流式检测 TNFAIP8-shＲNA-pSIＲEN-ＲetroQ 干
扰质粒活性 如图 9 所示，流式细胞术检测结果表
明终 浓 度 100 μg /ml 的 aDＲ5ScFv 作 用 转 染 pSI-
ＲEN-ＲetroQ 空载质粒的 A549 细胞后细胞 16 h 后
凋亡为 11. 53%，终浓度 100 μg /ml 的 aDＲ5ScFv 作
用转染 TNFAIP8-shＲNA1-pSIＲEN -ＲetroQ 干扰质粒
































对人 TNFAIP8 基因的 ＲNA 干扰序列，将其连接到
pSIＲEN-ＲetroQ 载体，构建 TNFAIP8 基因的 shＲNA
重组质 粒。基 因 测 序 证 实 成 功 构 建 了 质 粒 TN-
FAIP8-shＲNA1-pSIＲEN-ＲetroQ、TNFAIP8-shＲNA 2-
pSIＲEN-ＲetroQ 和 TNFAIP8-shＲNA3-pSIＲEN-Ｒet-
roQ。经 脂 质 体 法 转 染 TNFAIP8-shＲNA-pSIＲEN-
ＲetroQ 干扰质粒、载体 pSIＲEN-ＲetroQ 质粒和 GFP-
pSIＲEN-ＲetroQ 质粒至人肺腺癌细胞系 A549 细胞，
48 h 后荧光显微镜下观察到大量绿色荧光蛋白的
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表达，其转染效率为 80%。通过 ＲT-PCＲ 检测显示
TNFAIP8-shＲNA1-pSIＲEN-ＲetroQ 和 TNFAIP8-shＲ-
NA3-pSIＲEN-ＲetroQ 均表现出比较好的干扰效果，




另外 功 能 方 面，应 用 终 浓 度 100 μg /ml 的
aDＲ5ScFv 分别作用转染 TNFAIP8-shＲNA1 干扰质
粒和空载质粒的 A549 细胞 16 h，流式结果显示前
者早、晚期凋亡率均有增加，前者凋亡率为 36. 3%
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